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Enzymatyczne i nieenzymatyczne funkcje sekrecyjnych fosfolipaz A2

STRESZCZENIE

Fosfolipazy są enzymami biorącymi udział w procesie degradacji lipidów błon komór-
kowych. Fosfolipazy podzielono na cztery grupy- A1, A2, C oraz D, w zależności od ro-

dzaju i położenia wiązania w obrębie cząsteczki fosfolipidu, na który działają. Fosfolipazy 
A2 (PLA2) katalizują reakcję hydrolizy glicerofosfolipidów w pozycji sn-2 uwalniając lizo-
fosfolipid oraz kwas tłuszczowy. Enzymy te są odpowiedzialne za tworzenie wewnątrzko-
mórkowych cząsteczek sygnałowych, takich jak metabolity kwasu arachidonowego, biorą 
udział w procesie endo- i egzocytozy oraz reorganizacji cytoszkieletu, a także pełnią szereg 
funkcji niezwiązanych z ich właściwościami enzymatycznymi. Intrygującym zagadnieniem 
jest, niezależne od aktywności katalitycznej, oddziaływanie niektórych sekrecyjnych PLA2 
obecnych w jadach węży z rozmaitymi białkami, np. czynnikiem krzepnięcia Xa lub kana-
łem chlorkowym CFTR. W niniejszej pracy omówiono klasyfikację fosfolipaz, mechanizm 
aktywności katalitycznej oraz niektóre przykłady oddziaływań sekrecyjnych PLA2 z białka-
mi akceptorowymi.

WPROWADZENIE

Fosfolipazy z grupy A2 są enzymami, które degradują fosfolipidy do kwasu 
tłuszczowego oraz lizofosfolipidu [1]. Rodzina fosfolipaz A2 składa się z wielu 
grup oraz podgrup, które zostały podzielone na trzy główne typy: fosfolipazy 
sekrecyjne (sPLA2), fosfolipazy cytosolowe (cPLA2) oraz fosfolipazy cytosolowe 
niezależne od Ca2+ (iPLA2). Poszczególne sPLA2 mają różną lokalizację oraz wła-
ściwości enzymatyczne, co świadczy o tym, że pełnią one różnorodne funkcje 
biologiczne. Fosfolipazy stanowią również jeden z głównych składników jadów 
węży z rodziny żmijowatych (Viperidae).

Z uwagi na fakt, że częstym produktem aktywności fosfolipaz A2 jest kwas 
arachidonowy, sekrecyjne PLA2 uważane są za czynniki uczestniczące w meta-
bolizmie cząsteczek sygnałowych z grupy eikozanoidów. Odkrycie białek spe-
cyficznie oddziałujących z sPLA2 pozwoliło na stwierdzenie, że fosfolipazy peł-
nią także funkcje biologiczne niezależne od ich aktywności enzymatycznej. Fakt, 
iż sekrecyjne fosfolipazy A2 grupy IIA oddziałują z wysokim powinowactwem z 
różnymi białkami czyni je ważnymi cząsteczkami w badaniach molekularnych 
mechanizmów chorób.

PODZIAŁ I WYSTĘPOWANIE FOSFOLIPAZ Z GRUPY A2

Fosfolipazy z grupy A2 są enzymami należącymi (EC 3.1.1.4) do acylohydro-
laz i katalizują hydrolizę wiązania estrowego w pozycji sn-2 glicerofosfolipidów 
[2]. Podczas tej reakcji powstaje kwas tłuszczowy (np. kwas arachidonowy) oraz 
lizofosfolipid (Ryc. 1).

Do tej pory zidentyfikowano 3 główne typy: 1) fosfolipazy sekrecyjne (sPLA2); 
2) fosfolipazy cytosolowe zależne od Ca2+ (cPLA2); 3) najmniej poznane fosfoli-
pazy cytosolowe niezależne od Ca2+ (iPLA2).

Podstawą klasyfikacji PLA2 jest sekwencja nukleotydowa ich genów oraz 
sekwencja aminokwasowa odpowiednich izoenzymów Oba rodzaje fosfolipaz 
cytosolowych (cPLA2 oraz iPLA2) zaliczamy do fosfolipaz wewnątrzkomórko-
wych [3]. Fosfolipazy A2 występują powszechnie w wielu narządach ssaków, 
takich jak różne regiony mózgu, płuca, serce, śledziona, trzustka, a także w tkan-
kach śródbłonka, mięśniach prążkowanych i gładkich, tkance glejowej oraz ko-
mórkach jądrzastych krwi.

Fosfolipazy sekrecyjne A2 (ang. secreted phospolipase A2) to białka enzyma-
tyczne o masie cząsteczkowej od 14 do 18 kDa, które zawierają około 6-8 
mostków disiarczkowych stabilizujących prawidłową strukturę III-rzędową 
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enzymu [1]. Ich centrum aktywne zbudowane jest z His48 
oraz Asp99, a do zajścia reakcji enzymatycznej niezbęd-
ne jest milimolowe stężenie jonów wapnia, które zostają 
związane przez reszty tyrozyny oraz glicyny tzw. pętli 
wapniowej [3]. Nieobecność dwuwartościowego jonu 
wapnia powoduje nieprawidłowe związanie substratu z 
centrum katalitycznym enzymu [4].

Pierwszą fosfolipazę sekrecyjną wyizolowano ponad 
sto lat temu z jadu kobry i zaliczono ją do grupy IA [1]. Ko-
lejną zbadaną sPLA2 była ta uzyskana z trzustki wołu (za-
liczona do grupy IB), którą można także znaleźć u innych 
ssaków. U pacjentów z reumatoidalnym zapaleniem sta-
wów, w maziach stawowych znaleziono fosfolipazy sekre-
cyjne , które różnią się od PLA2 z trzustki. Dalsze badania 
nad tą grupą enzymów wykazały, iż istnieje 17 podgrup 
należących do sPLA2, z których 10 zidentyfikowano u ssa-
ków. Genom ludzki zawiera 9 genów kodujących fosfoli-
pazy sekrecyjne, natomiast w genomie myszy zlokalizo-
wano 10 takich genów, włączając w to gen fosfolipazy IIC, 
która u ludzi funkcjonuje jako pseudogen. Podsumowując, 
do fosfolipaz sekrecyjnych zaliczamy następujące grupy: 
IA, IB, IIA, IIB, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, IX, X, XIA, XIB, XII, 
XIII oraz XVI. Klasyfikację fosfolipaz sekrecyjnych przed-
stawiono w tabeli 1.

Fosfolipaza trzustkowa jest syntetyzowana oraz wy-
dzielana przez trzustkę do jelita w postaci zymogenu, 
czyli nieaktywnego prekursora enzymu, który ulega 
aktywacji pod wpływem proteolizy. Charakteryzuje się 
ona niską specyficznością substratową (nie jest dla niego 
istotny kwas tłuszczowy w pozycji sn-2 ani polarny pod-
stawnik w pozycji sn-3), co pozwala na trawienie lipidów 
pokarmowych z dużą wydajnością. Oprócz obecności 
w trzustce, enzym możemy także znaleźć w śledzionie 
oraz płucach [5]. Fosfolipazy sekrecyjne, w porównaniu 
do tych pochodzenia trzustkowego, są syntetyzowane 
jako dojrzałe białka, zdolne do katalizy i magazynowane 
w pęcherzykach wewnątrzkomórkowych [6]. Enzymy z 
tych dwóch grup różnią się od siebie także specyficzno-
ścią substratową, bowiem „nietrzustkowe” sPLA2 mimo 
małej swoistości wobec kwasu tłuszczowego w pozy-
cji sn-2, preferują hydrolizę fosfolipidów zawierających 
resztę etanoloaminy. Fosfolipazy grupy II powszechnie 
występują w tkankach ssaków, a jest ich najwięcej w 
płytkach krwi oraz maziach stawowych. Enzymy te peł-
nią liczne funkcje w indukcji stanów patologicznych, bo-
wiem katalizują powstawanie lipidowych mediatorów 
stanów zapalnych.

Grupa fosforanowa (-PO3OH) w cząsteczce każdego 
fosfolipidu jest w warunkach fizjologicznych zjonizo-
wana, ma więc ładunek ujemny i to ona decyduje o wy-
padkowym ładunku całej cząsteczki fosfolipidu, a co za 
tym idzie, ma wpływ na ładunek powierzchniowy błony 
biologicznej [1,2,5]. Oddziaływania pomiędzy resztami 
aminokwasowymi enzymu a ujemnie naładowaną po-
wierzchnią substratu pełnią kluczową rolę w przepro-
wadzeniu reakcji enzymatycznej przez fosfolipazy se-
krecyjne. Na podkreślenie zasługuje fakt, że fosfolipazy 
wykazują kinetykę „enzymów powierzchniowych”, są 
bowiem białkami rozpuszczalnymi, ale degradują sub-
straty stanowiące część dwuwarstwy lipidowej błony [5]. 
Kataliza enzymatyczna z udziałem PLA2 zachodzi zatem 
na granicy faz: wodnej i lipidowej, co komplikuje model 
typowej kinetyki Michaelisa-Menten.

Mechanizm działania fosfolipaz sekrecyjnych można 
przedstawić za pomocą dwóch modeli zaprezentowa-
nych w pracy przeglądowej [1]. Pierwszy z nich, zwany 
jest modelem powierzchniowym i stosowany jest zazwy-
czaj przy badaniach fosfolipaz in vitro, gdy do badanego 
roztworu dodawany jest detergent (np. Triton X-100). Za-
kłada on występowanie aktywnego katalitycznie enzymu 
w kompleksie z detergentem. Drugi z proponowanych 
modeli mówi, że fosfolipazy przyłączają się bezpośrednio 
do powierzchni substratu, czyli fosfolipidów błonowych 
i przeprowadzają reakcję hydrolizy. Kolejne informacje 
umożliwiające wgląd w dokładny molekularny mecha-
nizm działania fosfolipazy sekrecyjnej A2 uzyskano dzię-
ki wyznaczeniu struktury przestrzennej tego białka [4]. 
Centrum aktywne zbudowane jest z reszty histydyny-48 
oraz reszty kwasu asparaginowego-99. Grupa aminowa 
pierścienia imidazolowego His48 połączona jest wiąza-
niem wodorowym z grupą karboksylową Asp99. Ten 
układ nazywany jest diadą katalityczną.

Rycina 1. Reakcja katalizowana przez fosfolipazę A2; R1,R2 oznaczają reszty acy-
lowe kwasów tłuszczowych, natomiast X to reszta hydroksylowa innego alkoho-
lu połączonego z ortofosforanem (wykonano na podstawie [1]).

Tabela 1. Klasyfikacja sekrecyjnych fosfolipaz A2 (fosfolipazy występujące u ssa-
ków zaznaczono kolorem czerwonym) (na podstawie [1]).

Grupa sPLA2 Masa cząsteczkowa 
(kDa)

Liczba mostków 
dwusiarczkowych

IA 13–15 7
IB 13–15 7
IIA 13–15 7
IIB 13–15 6
IIC 15 8
IID 14–15 7
IIE 14–15 7
IIF 16–17 6
III 15–18 8
V 14 6
IX 14 6
X 14 8
XIA 12,4 6
XIB 12,9 6
XII 19 7
XIII <10 0
XIV 13–19 2
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Kataliza enzymatyczna przy udziale fosfolipaz sekrecyj-
nych została przedstawiona została na rysunku 2. Histy-
dyna-48 odrywa proton z cząsteczki wody, który zostaje 
przyłączony do protonu N1 tego aminokwasu. Tym samym 
woda staje się silnym nukleofilem i jest zdolna do ataku na 
wiązanie estrowe w pozycji sn-2 fosfolipidu. Ujemnie na-
ładowana reszta hydroksylowa atakuje atom węgla grupy 
karbonylowej substratu i tworzy się tetraedryczny produkt 
pośredni. Przeniesienie protonu z obdarzonej ładunkiem 
dodatnim histydyny-48 na tlen pomostowy (ang. bridging 
oxygen) z tetraedrycznego produktu pośredniego skutkuje 
uwolnieniem kwasu tłuszczowego z pozycji sn-2 substratu 
[4,7]. W porównaniu z innymi enzymami stosującymi w ka-
talizie atak nukleofilowy (np. z proteazami serynowymi), 
fosfolipazy sekrecyjne nie tworzą produktu pośredniego 
zwanego acyloenzymem.

Wiązanie się fosfolipaz z lipidami błonowymi jest związane 
ze zmianami stężenia jonów wapnia w cytoplazmie. Wrażli-
wość na wapń wynika z obecności w tych białkach enzyma-
tycznych odpowiednich domen wiążących kationy wapnio-
we, takich jak chociażby obecna w fosfolipazach cytosolowych 
domena C2 [5]. Fosfolipazy sekrecyjne również wymagają 
milimolowego stężenia jonów wapnia do zajścia katalizy. Nie-
obecność dwuwartościowego jonu wapnia powoduje niepra-
widłowe związanie substratu do centrum aktywnego enzymu 
[4]. Większość z fosfolipaz sekrecyjnych posiada w swojej bu-
dowie pętlę wiążącą jony wapnia (ang. calcium binding loop), 
która została zaznaczona schematycznie na rycinie 2 [1]. Ka-
tion Ca2+ podczas katalizy prowadzonej przez sPLA2 związa-
ny jest w centrum aktywnym w dwóch pozycjach. Pierwsza 
z nich zapewnia stabilizację oksyanionu w tetraedrycznym 
produkcie pośrednim, druga natomiast wiąże jon wapnia z 
tlenem reszty fosforanowej znajdującej się w pozycji sn-3 sub-
stratu [4]. Jony Ca2+ przyłączają się zarówno do reszty kwasu 
asparaginowego znajdującego się w centrum aktywnym, jak 
też do węgla grupy karbonylowej tyrozyny i glicyny pocho-
dzących z pętli wiążącej wapń [1]. Jeden z modeli działania 
PLA2 zakłada, że w wyniku związania Ca2+ z cząsteczką en-
zymu, ekspozycji ulegają rejony hydrofobowe w cząsteczce 
fosfolipazy, dzięki czemu białko enzymatyczne w niewielkim 
stopniu może zagłębiać się w błonę biologiczną [7].

ENZYMATYCZNE FUNKCJE PLA2

Jedną z głównych funkcji fosfolipaz sekrecyjnych jest ka-
taliza uwalniania kwasu arachidonowego z błon biologicz-
nych. Aktywacja tego enzymu jest kluczowym procesem 
dla regulacji całej kaskady kwasu arachidonowego [8]. Do 
aktywacji PLA2 dochodzi pod wpływem różnych bodźców 
takich jak cytokiny, mitogeny oraz hormony. Uwolniony 
kwas arachidonowy jest dalej metabolizowany przez cy-
klooksygenazę (COX) lub lipooksygenazę (LOX) (Ryc. 3). 
Cyklooksygenaza katalizuje proces syntezy prostaglandy-
ny H2 (PGH2), prekursora prostaglandyn, prostacykliny i 
tromboksanu. Wzrost ekspresji genu COX jest charaktery-
styczny dla zapalenia, zmian zwyrodnieniowych i nowo-
tworowych. Lipooksygenaza to enzym katalizujący przyłą-
czenie tlenu w pozycjach 5, 12 i 15 kwasu arachidonowego 
powodując powstanie leukotrienów. Produkty reakcji kata-
lizowanych przez oba enzymy są metabolitami bardzo ak-
tywnymi fizjologicznie.

Biosynteza prostaglandyn może przyczyniać się do 
wzrostu stężenia reaktywnych form tlenu (ROS), co wska-
zuje na udział fosfolipaz sekrecyjnych w stresie oksydacyj-
nym. Wolny kwas arachidonowy i jego metabolity mogą 
powodować obniżenie stężenia zredukowanego glutationu 
(GSH), który jest ważnym antyoksydantem w naszym or-
ganizmie. Wzrost aktywności sPLA2 prowadzi do ekspresji 
syntazy tlenku azotu (iNOS) indukowanej przez cytokiny w 
neuronach i komórkach glejowych. Warte uwagi jest także 
to, że jednym z markerów stresu oksydacyjnego występują-
cego we wczesnym rozwoju chorób neurodegeneracyjnych 
jest obniżenie stężenia wcześniej wspomnianego glutationu 
związane z aktywnością fosfolipaz sekrecyjnych, a sPLA2 
odgrywa istotną rolę w regulacji syntezy iNOS w chorobach 
neurodegeneracyjnych [9]. Fosfolipazy uczestniczą także w 
procesach zapalnych związanych z miażdżycą tętnic, reu-
matoidalnym zapaleniem stawów oraz ostrym zawałem 
mięśnia sercowego.

NIEENZYMATYCZNE FUNKCJE PLA2

W przeciwieństwie do aktywności katalitycznej sekre-
cyjnych fosfolipaz A2, której rola w metabolizmie i patofi-

Rycina 2. Schemat katalizy enzymatycznej przeprowadzanej przez fosfolipazy 
sekrecyjne A2 (wykonano na podstawie [4]).

Rycina 3. Kaskada kwasu arachidonowego (schemat wykonano na podstawie 
[8]).
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zjologii jest dobrze udokumentowana, znacznie skromniej 
przedstawia się stan wiedzy na temat funkcji sPLA2 nie-
związanych z ich właściwościami enzymatycznymi. Oprócz 
swojej aktywności enzymatycznej, fosfolipazy sekrecyjne 
znajdujące się w jadzie węży Viperidae, mogą wiązać się z 
różnego rodzaju białkami, a także z niebiałkowymi substra-
tami [10]. Zidentyfikowano kilka białek wiążących sPLA2: 
receptor fosfolipazy typu M, presynaptyczny receptor typu 
N, kalmodulina (CaM), czynnik wzrostu, naturalne inhi-
bitory fosfolipaz z krwi jadowitych węży czy też czynnik 
krzepnięcia krwi X (FXa). Oddziaływania te związane są z 
właściwościami patofizjologicznymi oraz farmakologiczny-
mi fosfolipaz, do których należy zaliczyć neurotoksyczność, 
miotoksyczność, kardiotoksyczność, nekrozę narządów 
oraz działanie antykoagulacyjne.

BIAŁKA SPECYFICZNIE ODDZIAŁUJĄCE 
Z FOSFOLIPAZAMI

Fosfolipazy sekrecyjne występujące w jadach różnych 
gatunków węży jadowitych posiadają specyficzne białkowe 
receptory podobne do receptora mannozowego u ssaków. 
Dwa główne receptory o wysokim powinowactwie to re-
ceptory typu N i typu M, które zostały dokładnie scharak-
teryzowane dzięki użyciu dwóch izoform sPLA2, OS1 i OS2, 
uzyskanych i oczyszczonych z jadu węża Oxyuranus scutel-
latus scutellatus [11].

Receptor typu M to białko o masie cząsteczkowej 180 
kDa, które ma wysokie powinowactwo zarówno do formy 
OS1 jak i OS2 fosfolipaz sekrecyjnych, co może sugerować, że 
enzymy te są fizjologicznym ligandem tego receptora [11]. 
Receptor ten należy do transbłonowych glikoprotein typu 
I oraz do rodziny zależnych od Ca2+ receptorów mannozo-
wych. Jako jedyny spośród białek wiążących neurotoksyny, 
receptor typu M zlokalizowany jest w błonie plazmatycznej 
i najprawdopodobniej to właśnie on pełni główną rolę w 
specyficznym związaniu sPLA2 w komórkach nerwowych. 
Zewnątrzkomórkowa część receptora M zawiera osiem do-
men lektynowych (CTLDs), z których najważniejszą dla 
związania substratu jest domena CTLD5. W zależności od 
typu komórki oraz rodzaju neurotoksyny przyłączonej do 
receptora typu M wywołany może zostać różny efekt, jak 
na przykład wzrost komórek, ich proliferacja lub migracja, 
produkcja lipidowych mediatorów, wydzielanie hormo-
nów, czy też produkcja cytokin.

Drugim białkiem wiążącym PLA2 jest obecny w błonach 
neuronów receptor typu N [12]. Ligandem tego receptora 
jest jedynie polipeptyd OS2. Jego fizjologiczna funkcja nie 
jest do końca poznana, jednak wiadomo, że odgrywa on 
rolę w toksycznym działaniu sPLA2.

NEUROTOKSYCZNE WŁAŚCIWOŚCI PLA2 Z 
JADÓW WĘŻY RODZINY VIPERIDAE

Neurotoksyny obecne w jadach węży z rodziny Viperidae 
to białka presynaptyczne w większości pochodzące z gru-
py IIA sPLA2. Zbudowane są one z pojedynczego łańcucha 
(kaudoksyna z jadu Bitis caudalis, ammodytoksyna z Vipera 
ammodytes) lub z dwóch łańcuchów polipeptydowych jak 
np. β-bungarotoksyna z Bungarus multicinctus. Mogą tak-
że tworzyć kompleksy oligomeryczne, np. krotoksyna z 

jadu Crotalus durissus terrificus jest heterodimerem [13,22]. 
Krotoksyna zbudowana jest z dwóch podjednostek, pod-
jednostki CB złożonej głównie z reszt aminokwasów zasa-
dowych oraz CA. Na podjednostkę CB składa się centrum 
aktywne fosfolipazy (złożone z reszt His48 i Asp99), pętla 
wiążąca wapń oraz siedem mostków disiarczkowych. Na-
tomiast podjednostka CA, którą tworzą w większości reszty 
aminokwasów kwasowych, zbudowana jest z trzech, ko-
walencyjnie ze sobą związanych, łańcuchów polipeptydo-
wych- α, β i γ i nie wykazuje aktywności enzymatycznej.

Istnieją także toksyny występujące jako trimery, np. ta-
ipoksyna z Oxyuranus scutellatus, a także pentamery (tek-
stylotoksyna z Pseudonaja textillis) [14,22]. Większość z nich 
charakteryzuje się obecnością kilku izoform różniących się 
nieznacznie sekwencją aminokwasową.

Najbardziej prawdopodobny mechanizm działania neuro-
toksyn został przedstawiony na rycinie 4. Zgodnie z tym sche-
matem neurotoksyna łączy się z wysokim powinowactwem z 
receptorem białkowym znajdującym się w błonie lub z niskim 
powinowactwem z domeną lipidową [15]. Pod wpływem 
aktywności enzymatycznej fosfolipaz następuje hydroliza 
fosfolipidów błonowych, błona traci swój potencjał i staje się 
przepuszczalna dla jonów. Wzrost stężenia jonów Ca2+ w cyto-
plazmie powoduje zaburzenia w działaniu istotnych organelli 
komórkowych (mitochondriów). Dodatkowo aktywowane 
zostają zależne od wapnia proteazy, które degradują cytosz-
kielet. Kolejnym krokiem jest aktywacja cytosolowych fosfoli-
paz zależnych od wapnia, które hydrolizują wewnątrzkomór-
kowe błony, powodują dezintegrację komórki nerwowej.

Argumentem skłaniającym do przyjęcia tezy o oddziały-
waniu sPLA2 z receptorami neuroprzekaźników jest wyka-

Rycina 4. Działanie sPLA2 na komórkę nerwową; SV – pęcherzyki synaptyczne; 
R – receptor błonowy (wykonano na podstawie [15]).
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zanie, iż izoforma podjednostki CBd (składnika krotoksyny 
z jadu grzechotnika) blokuje kanał jonowy bramkowany li-
gandem pLGIC [16]. Pentameryczne LGIC są obecne w bło-
nach postsynaptycznych połączeń nerwowo-nerwowych 
oraz nerwowo-mięśniowych, jak również w komórkach 
bakterii. Kanały jonowe obecne u cyjanobakterii Gleobacter 
violaceus są homologami eukariotycznych receptorów jono-
tropowych (np. receptora acetylocholiny) [17].

Analizy przeprowadzone z użyciem powierzchniowego 
rezonansu plazmonów (SPR, ang. surface plasmon resonance) 
wykazały, że CB, jak również jej homolog, sekrecyjna PLA2 
człowieka, oddziałują specyficznie z GLIC [16]. Wiązanie 
fosfolipazy z cząsteczką receptora ma miejsce w obrębie 
domeny zewnątrzkomórkowej GLIC (ECD, ang. extracellu-
lar domain). Na podstawie analizy sedymentacji kompleksu 
CB-GLIC można przypuszczać, że każda podjednostka pen-
tameru GLIC wiąże dwie cząsteczki CB. Badania elektrofi-
zjologiczne ujawniły, że związanie CB do receptora hamuje 
przepływ jonów przez kanał. Oddziaływanie GLIC z CB nie 
pozostaje bez wpływu na aktywność enzymatyczną PLA2. 
Szybkość hydrolizy fosfolipidu przez CB rośnie w przypad-
ku dodania doń GLIC. Nie można wykluczyć, iż zgodnie 
z zaproponowanym modelem stechiometrii kompleksu, 2 
cząsteczki CB: 1 podjednostka GLIC, zwiększona aktyw-
ność katalityczna wynika z lepszej ekspozycji centrum ak-
tywnego PLA2 na substrat w kompleksie. Kwestia wpływu 
receptora GLIC na aktywność oddziałującej z nim PLA2 po-
zostaje otwarta, bowiem wbrew sugerowanej oligomeryza-
cji CB w kompleksie z GLIC, kinetyka reakcji katalizowanej 
przez ten enzym w tych warunkach zachowuje charakter 
hiperboliczny. Jedna z hipotez zakłada, że fosfolipaza w 
kompleksie z receptorem hydrolizuje fosfolipidy błonowe, 
a produkty aktywności enzymatycznej regulują allosterycz-
nie kanał jonowy.

PLA2 REGULUJE I KORYGUJE FUNKCJĘ ΔF508CFTR

Innym białkiem, które pełni funkcję kanału jonowego jest 
CFTR, którego zmutowana postać (ΔF508CFTR) jest jedną 
z przyczyn mukowiscydozy. Również w przypadku tego 
białka wykazano, że fosfolipaza A2 z grzechotnika wiążę 
się swoiście, co ciekawe, z wyższym powinowactwem z 
mutantem CFTR niż formą dziką [18]. W myśl hipotezy za-
proponowanej przez autorów tej pracy, PLA2 oddziałując z 
ΔF508CFTR zapobiega jego degradacji proteosomalnej ko-
rygując tym samym dysfunkcję wynikającą z mutacji. Ana-
lizy SPR wykazały, że CB wiąże się do jednej z wewnątrz-
komórkowych domen przyłączających nukleotyd (NBD1) 
białka CFTR. W efekcie tych oddziaływań, rośnie natężenie 
prądu chlorkowego przez kanał CFTR. Co ciekawe, sekre-
cyjna PLA2 człowieka, homolog CB grzechotnika, wywo-
łuje efekt odwrotny, hamuje przepływ jonów przez kanał. 
Oprócz aktywacji prądu chlorkowego, CB pełni także funk-
cję korektora. Zgodnie z zaproponowanym modelem CB 
konkuruje z cytokeratyną 8 (C8) o wiązanie z ΔF508CFTR. 
Zadaniem cytokeratyny 8 jest skierowanie zmutowanego 
białka na drogę degradacji proteosomalnej. Przyłączenie CB 
do ΔF508CFTR w siateczce endoplazmatycznej zapobiega 
związaniu C8 i kanał chlorkowy trafia do błony komórko-
wej, gdzie oddziałująca z nim podjednostka CB zwiększa 
prąd jonowy. Podwójna rola PLA2 z grzechotnika nie wy-

nika z jej aktywności enzymatycznej, a oddziaływanie CB 
z NBD1-CFTR nie zmienia szybkości reakcji katalizowanej 
przez enzym. Interesującą kwestią jest problem internali-
zacji sPLA2 do wnętrza komórki nabłonkowej, jak bowiem 
udowodniono, CB oddziałuje z domeną CFTR eksponowa-
ną po stronie cytoplazmatycznej.

ANTYKOAGULACYJNE WŁAŚCIWOŚCI PLA2 – 
HAMOWANIE CZYNNIKA KRZEPNIĘCIA Xa

Czynnik krzepnięcia Xa to heterodimer składający się 
z dwóch łańcuchów polipeptydowych (łańcucha lekkie-
go i ciężkiego), które są połączone ze sobą kowalencyjnie 
poprzez pojedynczy mostek disiarczkowy [19]. Łańcuch 
ciężki zbudowany jest z domeny proteazy serynowej i za-
wiera centrum aktywne, składające się z triady katalitycznej 
His223, Asp282 i Ser 379. Łańcuch lekki zawiera na N-koń-
cu domenę GLA, charakteryzującą się obecnością kwasu 
γ-karboksyglutaminowego, która wykazuje wysokie powi-
nowactwo wobec jonów wapnia.

Jad węży zawiera różne składniki, wykazujące działanie 
stymulujące lub hamujące mechanizmy hemostatyczne, do 
których zalicza się krzepnięcie krwi [19]. Większość proko-
agulantów wywiera swoje działanie w późniejszej części ka-
skady, aktywując czynnik X lub protrombinę, albo działając 
bezpośrednio na przekształcenia fibrynogenu w fibrynę. 
Jednak fosfolipazy sekrecyjne znajdujące się w jadach węży 
rodziny Viperidae wykazują silne działanie antykoagulacyj-
ne. Mechanizm niezależny od ich aktywności enzymatycz-
nej pozwala na bezpośrednie związanie się fosfolipazy z 
czynnikiem krzepnięcia Xa, skutkiem czego jest zablokowa-
nie aktywacji protrombiny i powstania fibryny. Do fosfoli-
paz sekrecyjnych wiążących czynnik Xa należą miotoksyna 
II z Bothrops asper i dwie izoformy podjednostki CB krotok-
syny (CBc i CBa2) z Crotalus d. terrificus oraz dwie izoformy 
ammodytoksyny (AtxA i AtxC) z Vipera ammodytes [20].

Porównanie struktur AtxA, AtxC ammodytoksyny oraz 
dwóch izoform podjednostki CB krotoksyny (CBc i CBa2) 
pokazuje, że izoformę AtxC cechuje 12-krotnie niższe po-
winowactwo do czynnika Xa niż AtxA, natomiast izoforma 
CBa2 krotoksyny łączy się z FXa 86 razy słabiej niż CBc [20]. 
Niższe powinowactwo CBa2 może zostać wytłumaczo-
ne tym, że w obrębie struktury izoformy CBa2 występuje 
punktowa mutacja powodująca zamianę reszty glicyny-128 
na resztę kwasu glutaminowego. Dodatkowa substytucja 
reszty histydyny-1 resztą seryny także może tłumaczyć róż-
nice we właściwościach antykoagulacyjnych dwóch izoform 
podjednostki CB krotoksyny [21]. O sile wiązania toksyny z 
czynnikiem krzepnięcia oraz o jej toksyczności świadczą ta-
kie parametry jak LD50 (letalna dawka toksyny, która powo-
duje zgon połowy osobników poddanych eksperymentowi) 
i koff (jest to parametr kinetyczny opisujący oddziaływania 
białko-białko, który definiuje stabilność kompleksu PLA2- 
czynnik Xa, obliczony metodą powierzchniowego rezonan-
su plazmonowego (SPR),). Wyniki doświadczeń opisanych 
w pracy [20] pokazują że, LD50 dla izoformy CBc wynosi 
93 μg/kg, a dla CBa2 435 μg/kg. Oznacza to, że izoforma 
CBc jest bardziej toksyczna. W przypadku kompleksu FXa- 
CBa2 stała koff wynosi 1,5x10–2 s–1, natomiast koff kompleksu 
FXa-CBc ma wartość 1,6x10–4 s–1. Analizując te dane może-



Postępy Biochemii 63 (3) 2017	 203

my wnioskować, że kompleks izoformy CBa2 z czynnikiem 
Xa jest mniej stabilny od kompleksu utworzonego przez 
CBc. Jak pokazały analizy aktywności PLA2, oddziaływania 
z FXa nie wpływają na szybkość katalizowanej reakcji [22].

Poznanie przestrzennej struktury fosfolipaz z jadów 
Crotalus i Vipera umożliwiło identyfikację reszt aminokwa-
sowych zaangażowanych w tworzenie kompleksu FXa-
-PLA2 i stworzenie modelu tego kompleksu [23]. Podczas 
wiązania się fosfolipazy sekrecyjnej IIA ammodytoksyny z 
czynnikiem Xa istotną rolę odgrywa struktura β-kartki i C-
-koniec białka enzymatycznego. Najważniejszymi resztami 
aminokwasowymi są Arg72, Lys74, His76 i Arg77 wchodzą-
ce w skład β-kartki oraz Arg118, Lys128, Lys127 i Lys132 
z regionu C-terminalnego [24]. Aminokwasy te należą do 
aminokwasów zasadowych i posiadają ładunek dodatni, 
dzięki czemu mogą oddziaływać z kwasowymi resztami 
aminokwasowymi czynnika krzepnięcia Xa. Wyróżnić mo-
żemy dwa regiony, region A zawierający reszty aminokwa-
sowe 1-19 oraz 52-77 należące do α-helis i struktur β, a także 
region B zbudowany z reszt 23-34 i 118-133 związanych z 
fragmentem pętli wiążącej wapń i C-końcem. Łańcuch cięż-
ki czynnika Xa przyłączony zostaje do regionu B, natomiast 
łańcuch lekki z regionem A fosfolipazy [20,24].

PODSUMOWANIE

U ssaków zostało zidentyfikowanych ponad 30 enzy-
mów o aktywności fosfolipaz A2. Około jedna trzecia z 
nich należy do grupy sekrecyjnych PLA2, które są białka-
mi o niewielkiej masie cząsteczkowej z diadą katalityczną 
złożoną z His48 oraz Asp99 w centrum aktywnym i które 
wymagają milimolowego stężenia wapnia do zajścia reakcji 
enzymatycznej. Poszczególne sPLA2 mają różną lokalizację 
subkomórkową oraz właściwości enzymatyczne, co świad-
czy o tym, że pełnią różnorodne funkcje biologiczne. Ak-
tywacja omawianych enzymów jest kluczowym procesem 
dla regulacji całej kaskady kwasu arachidonowego, który 
pod wpływem cyklooksygenaz i lipooksygenaz jest da-
lej metabolizowany do prostaglandyn oraz leukotrienów. 
Fosfolipazy sekrecyjne biorą więc udział w syntezie wielu 
efektorów przekazywania sygnałów w komórce i dlatego 
są niezwykle istotne w regulacji metabolizmu, zarówno w 
warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych takich jak 
np. stany zapalne.

Oprócz wyżej wymienionych funkcji fosfolipaz związa-
nych z ich aktywnością enzymatyczną, niezwykle interesu-
jąco rysuje się rola tych polipeptydów w specyficznej regu-
lacji funkcji rozmaitych białek. Sekrecyjne PLA2 stanowią je-
den ze składników jadów węży z rodziny żmijowatych (Vi-
peridae). Neurotoksyny znajdujące się w tym jadzie to białka 
działające presynaptycznie i w większości pochodzące z 
grupy IIA tych enzymów. Należą do nich m.in. ammody-
toksyna, krotoksyna czy też β-bungarotoksyna. Fosfolipazy 
sekrecyjne znajdujące się w jadach węży rodziny Viperidae 
wykazują silne działanie antykoagulacyjne. Mechanizm 
niezależny od ich aktywności enzymatycznej pozwala na 
bezpośrednie związanie się fosfolipazy z czynnikiem krzep-
nięcia Xa, skutkiem czego jest zablokowanie aktywacji pro-
trombiny i powstania fibryny. Liczba białek swoiście wią-
żących sekrecyjne PLA2 ciągle jest uzupełniana, np. o kanał 

CFTR. Badania fosfolipaz znajdujących się w jadach węży 
są pomocne w próbach zrozumienia i rozszyfrowania wielu 
mechanizmów komórkowych na poziomie molekularnym, 
a ponadto umożliwiają projektowanie nowych leków.
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ABSTRACT
Phospholipases catalyze enzymatic degradation of membrane lipids. The phospholipases are divided into four major groups: A1, A2, C, and 
D by the type of ester bond which is hydrolyzed. Phospholipases A2 (PLA2) hydrolyze membrane glycerophospholipids at sn-2 position 
releasing lysophospholipid and free fatty acid. The PLA2s are involved in biosynthesis of intracellular messengers (eicosanoids), endo- and 
exocytosis, and cytoskeleton reorganization. Moreover, secreted PLA2 play various functions which are not dependent on their enzymatic ac-
tivity. An intriguing question is specific interaction of sPLA2 from snake venom with several protein acceptors (human coagulation factor Xa 
or CFTR). In this review, we describe classification of PLA, mechanism of catalytic action, as well as interactions of snake venom PLA2 with 
various human proteins.
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